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서      론

Moscona & Moscona(advances in multicellular spher-

oids formation-5)에 의해 처음 소개된 3차원 장기유사체는 

세포간 그리고 세포와 기질간의 상호작용을 동반한 세포의 

집합체로 생체의 구조와 기능을 모사하여 생체 내(in-vivo) 

실험과 유사한 환경을 구현함으로써 이미 다양한 기초 생물

학과 임상 적용을 목표로 하는 다양한 연구에 활용되고 있

다. 과거, 오가노이드란 단어는 1차 조직(primary tissue) 또는 

그보다 하위 1차 세포(primary cell), 배아 줄기세포(embry-

onic stem cell) 및 유도만능줄기세포(induced pluripotent 

stem cell), 세포주(cell line), 그리고 여러 조직 유형들로 구성

된 장기 외식편(explant)과 같은 전체 또는 분절된 기관에서 

비롯된 모든 3차원 기관형 배양체(organotypic culture)를 

포함하여 일컫는 용어였다. 그러나, 최근 많은 문헌들에서는 

장기모사체를 줄기세포로부터 분화하여 체외(in-vitro)에서 

다세포 인체유사조직으로 분화시켜 생산하는 오가노이드

(Organoid)와 이미 분화된 인체장기의 세포를 분리하여 체

외(in-vitro)에서 3차원 배양에 의해 구모양으로 만들어지는 

스페로이드(spheroid)로 크게 구분하여 부르기도 한다.1)

오가노이드 또는 스페로이드와 같은 3차원 배양기법이 2차

원 단층배양에 비해 생리학적으로 실제 생체 내 환경과 매우 

유사하고, 생존능력(viability)과 기능성이 향상되며 생체 내 

모델보다 주변미세환경 구성요소(niche component), 신호 전

달 경로 및 유전체 조작을 통한 기능향상이 훨씬 더 간편하기 

때문에 전통적인 2차원 단층배양과 생체 내 동물/인간 모델 

사이의 중요한 역할을 할 수 있다.2)

본 문헌에서는 최근 다양한 기초연구 분야 뿐만 아니라 임

상적인 적용까지 시도되고 있는 최신 3차원 세포배양기법들
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을 분화된 1차 세포를 이용한 스페로이드 제작법에 중점을 

두어 설명하고자 한다. 

본      론

스페로이드 형성과정

스페로이드를 형성하기 위한 세포간 유착 및 분화는 1) 인

테그린(integrin)과 세포외기질(extracellular matrix)의 결합

에 의한 불완전한 세포응집(cell aggregation), 2) 캐드헤린

(cadherin)의 발현과 축적, 3) 캐드헤린 간(cadherin to cad-

herin)의 동종친화성 상호작용(homophilic interaction)에 

의한 구체(spheroid)조직 형성의 3단계로 구분된다(Fig. 1).3)

스페로이드는 생성초기에는 혈관성이 없는 조직(avascular 

tissue)으로 150~200 μm 이내의 제한된 범위 내에서 확산

(diffusion)에 의해 필요한 물질과 산소를 외부로부터 공급받

게 되며 내부의 대사노폐물을 배출한다. 

따라서, 직경 500 μm를 초과하는 스페로이드는 흔히 내부

의 괴사조직(necrotic core)과 외부의 생존조직(viable rim)이 

띠 모양으로 층구조를 형성하고 있으며 생존조직은 다시 내

부의 휴지기세포 구역(quiescent viable cell zone)과 증식세

포구역(proliferating zone)으로 나뉜다(Fig. 2). 

이렇게 생성된 스페로이드는 2차원 단층배양된 조직과 비

교하여 더 생존력이 높고 다양한 유전자가 발현되며 이 유전

자들은 모사하고자 하는 생체 조직에 고유한 유전자 전사인

자를 포함하고 있어 실제 생체 조직과 더 유사한 기능을 갖게 

된다고 보고된 바 있다.4)

특히, 이러한 고유한 조직 특성을 효과적이고 안정적으로 

발현하는 장점은 종양 연구에 있어 매우 가치 있는 점이라 할 

수 있겠다.5) 

지금까지 보고된 많은 연구에서 볼 수 있듯이 스페로이드

Fig. 1. Inverted bright field microscopic images of spheroids from single cell culture on non-adhesive surface in chronological sequence.

C6 200 μL

Day 0 Day 1 Day 3 Day 6

C6 80 μL

C6 20 μL

Fig. 2. Micro-geography inside a spheroid. Spheroids show spher-
ical structures comprise proliferating, quiescent and dead cells.

CO2 wastes

O2 nutrients,

growth factors

Proliferating zone

Necrotic core
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는 다양한 연구분야에 적용되고 있으며 대표적인 예로는 종

양의 치료 효용성 평가, 유전자 기능 분석을 이용한 발암성 

기전 연구 및 세포 괴사-형성 과정에 대한 연구, 혈관 조직 

생성에 있어 세포 간 상호작용과 서로 다른 조직으로의 분화 

과정에 대한 연구와 장기 프린팅(organ printing)과 같은 장

기 재생의 조직공학적 시도에 적용되고 있다.6-11)

스페로이드 제작기법들

스페로이드를 이용한 연구에 단순하고 재현성이 좋은 스페

로이드 제작 방법은 필수적이라 할 수 있다. 스페로이드 제작

에 있어 가장 기본적인 요소는 세포들이 배양 접시에 유착되

지 않고 배양되는 것이며 다양한 제작법들 중 연구 목적에 맞

는 방법을 선택함에 있어 스페로이드 제작의 효율성, 제작된 

스페로이드 크기의 균일성, 제작과정에서 발생 가능한 세포 

고유기능의 영향, 제작 편이성과 연구 적합성을 고려하여 선

택하여야 한다. 후술할 각 제작기법들은 Fig. 3과 Table 1에 

각각의 원리와 장단점을 정리하였다.  

Fig. 3. Methods for spheroid fabrication. Hanging-drop culture (A). Single cell culture on non-adhesive surface (B). Micromolding tech-
niques (C). Spinner flask culture (D). Rotary cell culture systems (E). Hepatocyte self-assembly on Primaria dishes (F). The use of 
PNIPAAm based cell sheets (G). Electric, magnetic or acoustic force cell aggregation enhancement (H). PNIPAAm: poly(N-isopro-
pylacrylamide).

A B

C

H

F G

D E
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현적배양(haning-drop cultures)

현적배양(haning-drop cultures)은 세포액 방울이 배양 접

시 위에 위치한 배양판에 매달린 채로 방울 내부의 세포들이 

중력에 의해 아래에 응집하여 조직을 형성하게 되는 원리이

다(Figs. 3A and 4). 각 세포 방울의 용량은 15~30 μL 크기

이며 각 세포액 방울 당 대략 300~3000개의 세포를 내부에 

포함할 수 있다.3,12) 4~7일 후 스페로이드 조직이 완성되면 세

포방울이 아래쪽에 매달린 모래시계 모양의 마이크로채널

(microchannel)의 위쪽 입구에 세포액을 주입하는 방식으로 

완성된 스페로이드를 아래로 밀어내 내부에 유착방지처리 된 

배양용기에 담아 배양하게 된다. 이 기법은 스페로이드의 크

기, 내부의 세포수와 세포구성을 균일하게 조절하여 제작할 

Table 1. Spheroid fabrication methods

Method Advantage Disadvantage References 
Hanging drop Simple to perform 

Well-controlled spheroid size
Fast spheroid formation
Co-culture of different cell types

Labor intensive
Massive production difficult

6, 58, 62, 64, 104

Non-adhesive surface Inexpensive
Simple to perform
Easy to scale up

Variation in size/shape 56, 65, 66

Micromolding Well-controlled spheroid size
Designed aggregate geometry 
Co-culture of different cell types

Require specialized facilities

Spinner flasks Simple to perform 
Massive production 
Long-term culture 
Dynamic control of culture conditions 
Co-culture of different cell types

Require specialized equipment 
Variation in size/cell number 
High shear force

52, 53, 73

NASA rotary system Simple to perform 
Massive production 
Long-term culture
Dynamic control of culture conditions
Better cell differentiation
Co-culture of different cell types

Require specialized equipment 
Variation in size/cell number

75, 76

PNIPAAm cell sheet Prevent anoikis-induced cell death 
Well-mixed co-culture

Labor intensive 
Massive production difficult 
Time consuming

81, 82

External force  
  enhancement

Rapid cell aggregation Potentially undefined effects to cells 
Require specialized equipment and  
  culture conditions

93-95

PNIPAAm: poly(N-isopropylacrylamide)

1.25×104 cells (200 μL) 6.25×103 cells (100 μL) 2.50×103 cells (40 μL)

Fig. 4. Confocal laser scanning microscopic images of spheroids from different cell concentration at 7 days after cell seeding into hang-
ing-drop culture system. Note the necrotic central core in each spheroid. 
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수 있는 장점이 있어 스페로이드 제작 중 발생할 수 있는 세

포 및 분자단위의 현상에 대한 연구, 종양의 침습에 대한 연

구, 이종의 세포간 상호작용 및 조직의 혈관화 과정에 대한 

연구에 적용되고 있다.13-15)

표면유착방지처리 마이크로 웰 플레이트(microwell 

plates with non-adhesive surface)

가장 단순하면서 용이한 방법으로 세포가 표면에 유착되지 

않게 내부처리 된 하단이 둥근 마이크로 웰 플레이트(mi-

crowell plate with non-adhesive surface) 내에 세포를 함유

한 배양액을 담아 중력에 의해 세포들이 아래로 모이면서 둥

근 조직을 형성하게 되는 원리로 초심자들도 쉽게 시행할 수 

있는 용이한 방법이면서 균일한 크기와 세포조성을 조절할 

수 있는 장점이 있다(Fig. 3B). 다만, 현적배양에 비해 크기의 

균일성이 다소 떨어질 수 있으나 다른 방법들에 비해 비교적 

균일한 크기의 스페로이드를 만들 수 있고, 방법 또한 현적배

양에 비해 용이하여 가장 흔하게 이용되는 방법이라고 볼 수 

있다. 이 방법의 경우 현적배양과 같이 다양한 연구분야에 적

용되고 있으며 스페로이드의를 세포액 내의 세포농도 및 마

이크로 웰의 크기를 조절함으로써 다양한 크기로 제작가능

하다.16,17) 

미세제작구조틀(microfabricated microstructures)을 

이용한 배양

이 방법은 전술한 마이크로 웰 플레이트를 이용한 배양과 

그 원리는 같으나 아가로즈(agarose) 또는 폴리에틸렌 글리콜

(Polyethylene glycol)과 같은 불활성물질을 이용하여 세포

액을 담는 마이크로 웰을 제작의도에 맞게 설계하는 마이크

로몰딩(micromolding) 기법을 사용한다(Fig. 3C). 스페로이

드의 크기, 세포조성 및 내부구조를 다양한 형태로 미세하게 

조절할 수 있는 점이 장점이다.18-23) 

회전 바이오리액터

내부에 유착방지처리 된 회전 플라스크(spinner flask)(Fig. 

3D)와 롤러 보틀(roller bottle)(Fig. 3E)을 이용하여 대량으

로 스페로이드를 제작할 수 있는 방법으로 정적인 배양법에 

비해 동적으로 회전하는 배양용기 안에서 만들어지는 스페

로이드는 상대적으로 그 모양에 있어 균일하며 동시에 대량

의 스페로이드를 제작할 수 있고, 크기 또한 회전 속도와 세포

액의 세포농도를 조절하여 다양하게 제작할 수 있는 장점이 

있다. 반면 회전 플라스크와 같이 수평면으로 회전하는 배양

용기의 회전속도가 너무 빠르게 되면 전단력(shear force)이 

강해져 세포의 생리학적 반응에 영향을 줄 수 있는 단점이 

있다.24,25) 최근 미국의 National Aeronautics and Space Ad-

ministration에서 이를 보완하기 위해 전단력을 낮추고, 대

신 중력을 더해 구르는 운동으로 회전을 대신한 롤러 보틀을 

개발하여 회전 플라스크를 대체하고 있다.26,27)

표면조절 배양기 또는 스캐폴드(surface modified 

substrates or scaffolds)

최근 기능화된 표면재료들을 이용한 스페로이드 제작법들

이 소개되고 있다. 대표적인 예로 표면에 양전하를 띤 Pri-

maria dishes(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)

(Fig. 3F)로 세포를 배양하게 되면 배양 초기에는 세포들이 

표면에 단층으로 퍼져서 배양되다가 48시간 후에는 actin 

filament를 매개로 한 조직 재구성 과정으로 세포들이 구축, 

이동과 전이의 과정을 거쳐 2차원적인 단층구조에서 3차원 

구체모양의 구조로 말려들게 된다. 유사한 재료로 galacto-

sylated poly(vinylidene difluoride) 또는 polyethylene tere-

phthalate film이 있다.28,29)

온도차를 이용한 방법 또한 소개된 바 있는데, thermos-

responsive poly(N-isopropylacrylamide)로 처리된 표면의 

배양용기에 세포를 배양시키면 용기 바닥으로부터 부유하는 

단층구조의 세포층이 형성되고 배양온도를 낮추게 되면 세

포층의 가장자리부터 말려드는 수축현상이 발생하여 구체모

양의 조직을 형성하게 되는 원리이다(Fig. 3G). 상기 방법들

로 만들어진 스페로이드는 원심분리를 통해 용기로부터 분리

해낼 수 있다.30-32) 기타 polyurethane foam으로 제작한 다공

성 3-D 스캐폴드(porous 3-D scaffold)를 이용하여 세포들의 

자가 응집을 물리적으로 지지하는 방법도 있다.33,34) 

외력(external forces)을 이용한 스페로이드 제작

저속 원심분리, 유전영동(dielectrophoresis), 자성(magnet-

ic field) 및 초음파를 이용한 트랩(ultrasound standing wave 

trap)와 같은 다양한 외부의 힘을 이용하여 세포응집력을 향

상시킬 수 있으며 세포 응집이 용이하지 않은 가혹한 조건에

서 스페로이드를 제작해야 하는 경우에 보조적인 방법으로 

사용된다(Fig. 3H).35-37) 

스페로이드 칩(spheroid on a chip)

최근에는 대량의 생체모사체를 이용한 약물스크리닝 실험

을 위해 마이크로웰(microwell) 또는 마이크로채널을 칩

(chip)속에 포함하여 수천 개의 스페로이드를 동시에 배양하

며 약물 또는 다양한 화학물질에 대한 세포반응, 생존성과 

해독반응에 대한 연구도 보고되고 있다.38,39) 
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연구 동향 및 결론

보고된 수 많은 연구에서 보여주듯 스페로이드를 포함한 

생체모사체에 대한 연구는 생리-의학분야의 주된 연구 모델

이 되어가고 있다. 더불어 공초점 레이져주사현미경(confocal 

laser scanning microscope), 다양한 조영제를 이용한 마이

크로 자기공명현미경(micro-magnetic resonance micros-

copy), 양전자방출단층촬영(positron-emission tomography) 

및 광학단층촬영기법(optical sectioning technology)을 이

용한 스페로이드 내부의 대사(metabolism), 세포의 생존과 

괴사(apoptosis)와 같은 생리작용을 시각화하여 측정할 수 

있는 영상기법들 또한 빠르게 발전하고 있다.40-42) 이러한 기

법들이 스페로이드의 기능을 효율적으로 향상시키는 다양한 

기법들과 결합되어 조직의 생성, 변화과정과 나아가 유전자 

발현을 실시간으로 시각화할 수 있는 연구로 발전해 나갈 것

이며 궁극적으로는 인공장기 또는 임상적으로 적용가능한 

이식체 개발에 중요한 역할을 할 것으로 예상된다. 
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1. 답   ③

해 설 ㅋ�월경 전 기간에는 성대 점막 부종, 미세혈과 손상 가능성이 증가하므로 수술을 피하는 것이 좋다. 음성 안정이 가능한 
시기를 환자와 충분히 상의해서 수술 날짜를 결정(일주일간 절대음성안정, 일주일 후부터 일상적인 대화, 노래는 최소 

30일 이후에) 한다. 특히 전문적 음성 사용자(성악가, 가수, 선생님)는 개인별 일정 고려하여 수술시기를 결정한다. 허밍, 

속삭임, 목청소 등은 성대에 좋지 않은 영향을 미친다. 목청소를 하게 되면 오히려 점막 손상이 가중된다. 따라서 이런 

경우에는 ‘silent cough’를 권유한다. Silent cough를 하는 방법은 크게 숨을 들이쉰 후 빠르고 강하게 숨을 내쉬는데 이

때 아무런 소리가 나지 않게 한다. 이후 곧바로 턱을 안쪽으로 당긴 후 강하게 침을 삼킨다. 수술 후에도 1~2% 환자는 

별 차도가 없으며 음성의 상태가 나빠질 수 있다. 완전음성휴식(total voice rest) 일반적 7일, 가벼운 발성 7~10일간 유

지하고, 노래 부르기는 3~4주부터 하는 것이 좋다. 

             참고 문헌: 대한후두음성언어의학회. 후두음성언어의학. 2판. 서울: 범문에듀케이션;2016. p.405-17.

2. 답   ③

해 설 ㅋ�수술 중 안면신경의 신경모니터링이 필요하기 때문에 수술 중에는 근육이완제의 사용을 피해야 하며, 수술 포를 덮을 때 
수술 부위 쪽의 안면을 전부 노출시킨다. 변형 blair 절개, 얼굴성형절개, 이개후두발선절개, 이개주위절개가 있으며 악성인 

경우에 림프절 절제술을 하기 위해서는 변형 blair 절개를 주로 한다. 안면신경 줄기를 찾기 위해 이용하는 해부학적 지

표로는 이주연골지표, 고실유동봉합, 후이복근의 근육 부착부위, 신경분지 말단으로부터의 역행성 박리, 유양동 내의 신

경 등이 있다. Frey 증후군을 예방하기 위해 천근건막체계, 흉쇄유돌근, 진피 혹은 진피지방, 대퇴근막, 측두두정골근막 

등을 사용하여 기계적인 장벽을 형성할 수 있으며 천근건막체계나 흉쇄유돌근을 가장 많이 사용한다. 수술 후 병리 소견

에서 진행된 병기, 절제연 미확보, 고악성도 종양, 신경 침범, 림프관/혈관 침범이 있으면 방사선 치료의 적응증이 된다.

             참고 문헌: 대한이비인후과학회. 이비인후과학:이과. 파주: 군자출판사;2018. p.373-7.
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